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学 位 論 文 要 旨 
 
An induced pluripotent stem cell-mediated and integration-free factor Ⅷ expression 
system 
（人工多能性幹細胞を介した挿入のない第Ⅷ因子発現システム） 
 
 凝固第Ⅷ因子の遺伝子異常により発症する先天性出血性疾患である血友病Aは、根本的治
療法がなく、血漿由来あるいは組換えⅧ因子製剤による補充療法が行われている。血漿由
来製剤による未知ウイルス感染の危険性、また、製剤の長期投与による苦痛と経済的負担
の削減を目指して、これまで主にウイルスベクターを用いた遺伝子治療法の開発研究が進
められているが、従来のベクターでは導入可能サイズに制限がある、挿入変異によるがん
化の懸念がある、過剰発現や発現消失がある、ウイルス殻に対する免疫反応があるといっ
た多くの解決すべき問題があり、いまだ有用な方法は確立されていない。ヒト人工染色体
ベクターは、導入遺伝子サイズに制限がなく、宿主染色体とは独立に保持され、また生理
的発現制御を受けるため過剰発現や発現消失が起きないといった、従来のベクターにはな
い利点を有するベクターである。細胞質内で1本鎖RNAとして存在するセンダイウイルスベ
クターを用いてiPS細胞を樹立することで、iPS細胞誘導にともなう挿入変異によるがん化
の懸念を払拭できる。このような利点を持つヒト人工染色体ベクターと挿入変異のないiPS
細胞を用いることで、従来の問題を解決し、血友病Aの新たな遺伝子治療戦略を確立できる
と期待される。 
 
方 法 
 巨核球・血小板特異的発現を誘導するPF4(platelet factor 4)プロモーターの下流に、
Ⅷ因子遺伝子を連結したプラスミドを作製し、Cre-loxPシステムを用いたCHO細胞内組換え
により、Ⅷ因子発現カセットを4コピー搭載したヒト人工染色体ベクターを構築した。また、
血友病Aモデルマウス胎児由来線維芽細胞に初期化4因子のセンダイウイルスベクターを感
染させることで、血友病マウスiPS細胞を樹立した。微小核細胞融合法を用いて、iPS細胞
にⅧ因子搭載ヒト人工染色体ベクターを移入し、蛍光in situハイブリダイゼーション法に
より、ヒト人工染色体ベクターが、宿主染色体とは独立に保持されていることを確認した
のち、in vitroにおいて巨核球・血小板に分化誘導し、RT-PCRによりⅧ因子発現を評価し
た。 
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結 果 
 作製したプラスミドを巨核芽球性白血病細胞株UT7/GM細胞へ導入し、巨核球・血小板に
おいて、Ⅷ因子が一過性に発現することを確認した。また、宿主染色体への挿入のない、
Ⅷ因子搭載ヒト人工染色体ベクターを保持するCHO細胞を2クローン得た。さらに、染色体
数40本で正常核型を示し、かつ未分化マーカーの発現が認められる血友病マウスiPS細胞を
2クローン得た。これらを用いた微小核細胞融合法により、Ⅷ因子搭載ヒト人工染色体ベク
ターを独立保持するiPS細胞を4クローン得た。感染させたセンダイウイルスの残存がなく、
かつ未分化マーカーの発現を認めた2クローンを、in vitroにおいて巨核球・血小板に分化
誘導したところ、Ⅷ因子の発現を認めた。 
 
考 察 
 遺伝子治療法を臨床応用するうえで、治療用ベクターの宿主染色体への挿入は、大きな
技術的ハードルである。微小核細胞融合法で得られるクローンの数が少ないため、より効
率的な方法を開発していくことが必要であるが、本手法は構築した染色体ベクターを宿主
染色体への挿入なく種々の細胞へ移入でき、かつ長期安定発現が可能な細胞を取得できる。
また、iPS細胞を誘導するうえでも、挿入変異やがん化の懸念は残されたままであったが、
センダイウイルスベクターを用いることで、そうした懸念を払拭できることを示せた。こ
れらのことから、ヒト人工染色体ベクターとiPS細胞を用いた本手法が、遺伝子治療法の有
用な方法として期待される。 
 
結 論 
 PF4-Ⅷ因子を多コピーで搭載したヒト人工染色体ベクターを、血友病モデルマウス由来
iPS細胞に移入し、in vitro分化誘導により、巨核球・血小板においてⅧ因子が発現するこ
とを示した。Ⅷ因子発現レベルや実際の治療効果の検証など、in vivoでの今後の検討課題
は残されているが、本手法は血友病Aに対する新たな遺伝子治療法として期待される。 
 
